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摘要 : Wolbachia 是 广泛 分 布 于 节肢 动物 体内 的 一 类 共生 菌 ， 它 们 参与 多 种 调控 寄主 的 生殖 活动 机 制 。 通 过 对 wsp 基因 的 特 
异性 扩 增 和 测序 , 发现 了 Wolbachia 在 米 蛾 Corcyra cephalonica (Stainton) 体 内 的 感染 。 利 用 所 测序 列 和 其 他 已 发 表 的 序列 建立 
系统 树 , 结果 表明 米 蛾 体内 Wolbachia 属于 B 大 组 的 Pip 类 群 ,与 其 寄生 物 草 蜂 及 赤 眼 蜂 中 的 Wolbachia 各 株 系 遗传 距离 相差 较 
远 。 据 此 推测 米 蛾 体内 感染 的 Wolbachia 不 是 由 寄生 物 ( 昔 蜂 、 赤 眼 蜂 ) 水 平 传播 所 致 。 
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Sequencing and phylogenetic analysis of the wsp gene of Wolbachia in Corcyra 
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cephalonica (Stainton) (Lepidoptera: Pyralidae) 

CONG Bin, FU Hai-Bin, WANG Cui-Min ，DAI Qiu-Hui C Laboratory for Bio-Control of Pest Insects; College of Plant 
Protections Shenyang Agricultural University: Shenyang 110161; China) 

Abstract: Wolbachia is a common and widespread group of bacteria found in arthropods. These bacteria have evolved 
various mechanisms for manipulating reproduction of their hosts. The presence of Wolbachia in a laboratory population of 
Corcyra cephalonica (Stainton) was firstly identified based on amplification and sequencing part of the wsp gene. Aligned 
the obtained sequence with the published ones» the phylogenetic relationships among Wolbachia found in C. cephalonica 
and other insects were established. The Wolbachia found in C. cephalonica belong to the Pip group» far separated from 
the groups of Wolbachia found in braconid wasps and Trichogramma spp. It was so inferred that Wolbachia did not 
transmit horizontally between C. cephalonica and its parasitoids C Apanteles sp. and Trichogramma spp.?. 


Key words: Wolbachia; Corcyra cephalonica; wsp gene: Trichogramma spp. 











Wolbachia 属于 Proteobacteria I] a 亚 门 ,是 一 种 and fertility-modifying )  Breeuwer and Werren» 1990; 
立 克 次 氏 体 , 1924 年 Hertig 和 Wolbach 在 尖 音 库 蚊 Juchault et al., 1992; PA XX ^5, 1998; Vavre et al., 
Culex pipiens 的 生殖 组 织 里 首次 发 现 并 将 其 命名 为 1999: Dyson. et al.» 2002: 付 海 滨 等 , 20050. X Z 
Wolbachia pipientis ( Hertig» 1936)。 Wolbachia 广泛 分 ” 立 克 次 氏 体 无 法 在 寄主 体外 进行 培养 ,所 以 很 难 用 
布 于 节肢 动物 体内 (Weren et al.» 1995b; West et ”传统 的 微生物 学 方法 对 Wolbachia 进行 研究 。 随 着 
al ., 1998), Jeyaprakash 和 Hoy(2000) 利 用 长 PCR 扩 ” 分 子 生物 学 方法 的 快速 发 展 , 尤其 是 PCR 技术 的 发 
增 方法 发 现 76% 广 肢 动物 感染 有 Wolbachia。 该 内 展 和 分 子 系统 学 方法 的 应 用 使 Wolbachia 的 检测 有 
生 菌 通过 卵 的 细胞 质 传 播 并 参与 多 种 调控 其 寄主 生 了 重大 突破 (Stouthamer et al.，1993)。 己 有 多 种 不 
殖 活动 的 机 制 , 包括 诱导 胞 质 不 杀 和 (cytoplasmic 同 的 目的 基因 用 于 Wolbachia 的 系统 研究 , 其 中 包括 
incompatibility)、 诱 = ff ME Æ JH C parthenogenesis- 16S rDNA; 23S IDNA、 细 胞 分 裂 和 蛋白 基因 fisZ、 细 菌 
inducing)、 诱 导 肉 性 化 (feminizing )、 茶 雄 (male 热 激 蛋 白 基 因 groe 和 细菌 表面 蛋白 基因 wsp 
killing) 及 增强 雌性 繁殖 力 和 雄性 生育 力 (Cfecundity CO’ Neill et al., 1992; Rousset et al., 1992; Werren et 
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al .» 1995a: Masui et al.» 1997: Braig et al.» 1998). 
wsp 基因 是 一 种 编码 Wolbachia 表面 蛋白 的 基 
因 。Braig 等 (1998 ) 首 次 从 感染 了 Wolbachia HIR W 





扩 增 引物 为 : 
wsp 81F: 5'-TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3'; 
wsp 691R: S'-AAAAATTAAACGCTACTCCA-3' o 








Drosophila 卵 中 成 功 地 纯化 了 Wolbachia 表面 蛋白 ， 
随后 进行 了 wsp 基因 的 克隆 和 测序 。Zhou 等 (1998 ) 
在 wsp 序列 分 析 的 基础 上 ,把 A 群 和 B 和 群 又 细 分 为 
12 个 亚 群 (subgroups)。van Meer 等 (1999) 在 A 群 中 
增加 了 1 个 亚 群 ,在 B 群 中 增加 了 6 个 亚 群 ,这 样 亚 
群 数 增加 到 19 个 ,针对 这 些 亚 群 设计 了 wsp 基因 诊 
WHI PCR 特异 引物 ,建立 了 Wolbachia 的 基因 诊断 
技术 。 

XIR Corcyra. cephalonica (Stainton ) 是 我 国 南方 
的 一 种 仓储 害虫 ， 由 于 饲料 容易 获得 , 饲养 简便 , 可 
以 在 室内 终年 繁殖 ， 是 繁育 赤 眼 蜂 的 优良 中 间 寄 主 
之 一 。 我 们 首次 报道 了 Wolbachia 在 米 蛾 体内 的 感 
染 , 并 将 其 与 其 他 已 知 的 Wolbachia 株 系 之 间 的 系统 
关系 进行 比较 ,讨论 了 Wolbachia 在 米 蛾 及 其 寄生 蜂 
( 草 蜂 、 赤 了 眼 蜂 ) 之 间 水 平 传播 的 可 能 性 ,为 进一步 研 
究 提供 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 及 来 源 

实验 所 用 的 米 蛾 采 自 吉林 省 四 平市 储藏 玉米 
中 ,由 吉林 省 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 引进 ,于 本 
实验 室 26%C 、 相 对 湿度 80% 条 件 下 人 工 饲 料 饲养 以 
建立 种 群 ; 米 蛾 寄生 昔 蜂 ( 绕 芭 蜂 属 Apanteles sp. ) 是 
di EH BEKK LI HB Ex RS ZR HR JE Trichogramma 
embryophagum. 由 联邦 德国 农林 生物 研究 中 心 生 物 防 
治 研 究 所 提供 ,为 产 峻 孤 上 峻 生殖 的 赤 眼 蜂 , 在 实验 中 
用 作 阳 性 对 照 。 
1.2 米 蛾 体内 总 DNA 的 提取 

将 1 头 去 掉 前 后 翅 的 米 峨 成 虫 置 于 装 有 300 uL 
DNA 提取 裂解 液 (1% SDS, 10 mmol/L Tris-HCl; 25 
mmol/L NaCl. 25 mmol/L EDTA) 的 1.5 mL 离心 管 中 ， 
DA 4 uL £& FAI K 溶液 (20 mg/mL), 56*C if 3 h 
以 上 。 用 酚 / 氯 仿 / 异 戊 醇 (25 :24:1) 抽 提 2 次 , 以 
2 000 x g 离心 10 min; 在 上 清 液 中 加 入 0.2 倍 体积 
HZ. RE ERR CIO mol/L) 和 2 倍 体积 的 无 水 乙醇 ， 
-20% 过 夜 保存 ， 以 2 000 x g 离心 10 min, 沉淀 用 
Tie B5 7096 乙醇 洗涤 后 离心 , 沉淀 在 无 菌 工 作 台 上 
风干 后 溶 于 10 号 双 蒸 水 中 ,4% 保 存 备用 。 
1.3 wsp 基因 的 PCR 扩 增 及 电泳 检测 

wsp 基因 的 PCR 扩 增 参照 Zhou 等 (1998 ) 方 法 。 
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在 20 4L 反 应 体积 中 进行 PCR 反应 ,反应 体系 为 13.5 
uL ddH,O.2 uL 10 x IF, 2 uL 25 mmol/L MgCl,» 
0.5 uL dNTPs (每 种 10 mmol/L? 0.5 uL 20 pmol/L 的 
正 向 和 反问 引物 ,1 U 的 Tag 酶 。 在 MJ-PTC200 2738 
仪 上 进行 PCR 扩 增 反应 , PCR 程序 为 : 首先 在 94%C 预 
变性 3 min: 然后 94% 1 min;55%C 1 min;72%C 1 min 27 
增 35 个 循环 ; 最 后 72% 延伸 7 min。 扩 增 反 应 结束 
后 ,将 PCR 特异 性 扩 增 产物 在 1.2% 琼 脂 糖 凝 胶 上 进 
行 电泳 检测 ,省 化 乙 锭 (EB) 染 色 , 以 明确 wsp 基因 的 
存在 与 否 及 扩 增 片段 的 大 小 。 
1.4 序列 测定 

将 检测 有 wp 基因 片段 的 PCR 粗 产 物 50 uL 委 
托 宝生 物 工程 (大 连 ) 有 限 公司 纯化 和 测序 。 为 确保 
测序 结果 的 准确 性 ,在 ABI PRISM™ 377XL 自动 测序 
仪 上 进行 双向 测序 。 
1.5 序列 分 析 

将 所 测 得 的 wsp 序列 在 GenBank 中 作 BLAST 搜 
索 , 利 用 核酸 序列 分 析 软 件 DNAMAN version 4.0 对 
序列 进行 排序 剪裁 , 并 将 完整 wsp 序列 提交 到 
GenBank 注册 。 结 合 GenBank 中 已 有 的 wsp 序列 对 
所 测 得 的 wsp 序列 进行 系统 分 析 , 利用 MegAlign 方 
法 (DNAStar 4.05) 对 所 有 序列 进行 比 对 分 析 , 系统 树 
的 构建 采用 软件 MEGA version 2.1, 建树 方法 采用 常 
用 的 UPMGA 和 Neighbor-Joining (NJ) 方 法 ,并 分 别 根 
据 最 小 进化 (ME) 和 最 大 简约 (MP) 两 种 假定 建树 ， 
最 后 运用 Bootstrap 1 000 次 对 进化 数 进行 检验 。 


2 结果 与 分 析 


























































































































































































































2. 扩 增 结果 

利用 wsp 基因 的 一 对 通用 引物 (81F，691R) 成 
功 地 从 米 蛾 的 总 DNA 中 扩 增 到 一 段 575 bp 的 wsp 
基因 片段 (图 1), 该 基因 片段 已 经 测序 并 提交 到 
GenBank (登录 号 为 AY634679)。 同 时 从 米 蛾 幼虫 的 
一 种 寄生 草 蜂 中 也 检测 到 了 Wolbachia 的 wsp 基因 
片段 ,测序 结果 为 572 bp, 该 实验 为 米 峨 及 其 寄生 冯 
IENE Wolbachia 感染 提供 了 分 子 生物 学 证 据 。 
2.2 系统 聚 类 分 析 

对 所 测 得 的 米 峨 及 其 寄生 草 蜂 体内 感染 的 
Wolbachia 的 wsp 基因 序列 以 及 已 知 的 其 他 菌株 序列 
利用 MEGA 软件 进行 聚 类 分 析 得 到 UPMGA 系统 树 
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图 1 KIRA Wolbachia 的 wsp 基因 PCR 特异 性 扩 增 
Fig.1 PCR amplification of the wsp gene from 





Wolbachia in Corcyra cephalonica 
M: 标准 分 子 量 Marker (DL2000); 1. XIR C. cephalonica: 
2. "EE Apanteles sp.; 3. 阳性 对 照 Positive control. 


(图 25. UPMGA 系统 树 中 , K IR E PLE 
Wolbachia 的 wsp 基因 序列 与 尖 音 库 蚊 Culex pipiens 
CESPRO TI I HS. Drosophila. simulans C Noumea ) 体 内 
感染 的 株 系 归 在 1 个 组 内 ,它们 统 归 为 B 大 组 的 Pip 
组 类 群 中 , 而 寄生 曹 蜂 Apanteles sp. 体内 感染 的 
Wolbachia 的 wsp 基因 序列 与 杂 拟 谷 盗 Tribolium 
confusum V JK. K T Laodelphax striatellus 体内 感染 的 
RHN B 大 组 的 Con 组 类 群 中 。 二 者 之 间 以 及 与 
己 知 的 炙 眼 蜂 属 中 的 Wolbachia 各 株 系 间 遗传 距离 
相距 甚 远 , 由 此 可 知 : 米 蛾 体内 感染 的 Wolbachia 不 
是 由 寄生 物 ( 草 蜂 和 赤 眼 蜂 ) 水 平 传播 所 致 。 
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3 讨论 


本 研究 发 现 米 蛾 成 虫 体内 有 Wolbachia 感染 ,在 
UPMGA 系统 树 中 可 以 看 到 , 米 蛾 体内 感染 的 
Wolbachia 归 为 B 大 组 的 Pip 组 类 群 中 ,而 与 其 寄生 
草 蜂 和 已 知 赤 眼 蜂 属 寄生 蜂 感染 的 Wolbachia 相距 
较 远 ,可 以 证 实 米 蛾 体内 感染 的 Wolbachia 并 非 由 于 
Wolbachia 在 三 者 之 间 的 水 平 转 染 所 致 ,三 者 可 能 才 
为 独立 感染 而 来 或 其 他 未 知 的 种 间 水 平 传播 所 致 。 

赤 眼 蜂 是 全 世界 害虫 生物 防治 中 研究 最 多 、 应 
用 最 广 的 一 类 卵 寄生 性 天 敌 ,根据 StouthamerC 1993) 
的 解释 ,携带 Wolbachia 的 赤 眼 蜂 的 潜在 优势 是 : Ca) 
无 雄性 产生 , 从 而 使 赤 眼 蜂 的 种 群 增长 速率 增加 ; 
《b) 仅 产生 雌性 , 降低 规模 化 培养 的 成 本 ;(c) 在 低 密 
度 种 群 下 , 孤 肉 生殖 赤 眼 蜂 不 需要 花费 时 间 来 寻找 
雄性 交配 , 使 其 更 容易 进入 新 生境 并 建立 种 群 ; 另 
外 ,两 性 生殖 的 赤 眼 蜂 通 过 与 携带 有 Wolbachia JRR 
蜂 接触 而 成 为 产 肉 孤 峻 生殖 的 赤 眼 蜂 ,使 其 在 生物 
防治 中 具有 更 大 的 潜能 。 

米 峨 是 繁育 赤 眼 蜂 的 优良 中 间 寄 主 之 一 ,但 
Wolbachia 在 米 蛾 体内 存在 的 部 位 和 对 寄主 米 峨 生 
殖 活 动 的 调控 尚 不 得 而 知 , 米 蛾 体内 感染 的 
Wolbachia 是 由 何 种 方式 感染 得 来 , Wolbachia 能 否 在 
米 峨 及 其 寄生 物 ( 草 蜂 、 赤 有 眼 蜂 ) 三 者 之 间 相 互 水 平 
传播 , 有 竺 进一步 深入 研究 。 









































































































































57 [— — Tribolium confusum AF020083 
Laodelphax striatellus AF020080 
99 —— ^. Apanteles sp. 


98 一 evanescens AF245167 
90 Trichogramma semblidis AF245162 


Apoanagyrus diversicomis AF071916 




















92 Apolygus lucorum AB109616 


Encarsia formosa AF071918 
Armadillidium vulgare AF071917 


r — Drosophila simulans (Noumea) AF020074 
100 aea pipiens (ESPRO) AF020061 
90 - O Corcyra cephalonica 


Corcyra cephalonica 
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Nasonia vitripennis AF020081 
Drosophila auraria AF020062 
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Callosobrunchus chinensis (aus) AB038321 


Glossina austeni AF020077 


图 2 基于 wsp 序列 的 Wolbachia 的 系统 进化 树 
Fig. 2 Phylogenetic tree of Wolbachia based on the wsp sequences 








草 蜂 Apanteles sp.: X^ XIR C. cephalonica . 
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